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高效液相色谱法定量测定广西发酵麻笋 

风味标志物 

许蓉蓉*, 韦淑钰, 徐梓健, 黄婞焱, 林  华 

(广西壮族自治区柳州市质量检验检测研究中心, 柳州  545006) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)定量测定广西发酵麻笋

有代表性的风味标志物的分析方法。方法  运用顶空固相微萃取-气相色谱-质谱技术(headspace-solid phase 

microextraction-gas chromatography-mass spectrometry, HS-SPME-GC-MS)对发酵麻笋进行挥发性成分分析, 找

出特征的风味标志物, 再用高效液相色谱仪对特征的风味标志物进行定量测定。结果  发酵麻笋在气相质谱

中检出 8 种高响应挥发性物质, 其中 4-甲基苯酚面积百分比含量 90.2%, 为主要挥发性成分。建立高效液相色

谱定量检测 4-甲基苯酚的分析方法, 该方法在 0~232.5 μg/mL范围内线性关系良好, 三水平加标方法回收率为

90.5%~97.2%, 相对标准偏差为 0.3%~1.9%, 检出限 4.8 mg/kg, 定量限 14.4 mg/kg。结论  本方法重现性好, 检

测灵敏度高, 可用于广西发酵麻笋的风味定量控制。 
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Quantitative determination of flavor markers of fermented Dendrocalamus 
latiflorus in Guangxi by high performance liquid chromatography 

XU Rong-Rong*, WEI Shu-Yu, XU Zi-Jian, HUANG Xing-Yan, LIN Hua 

(Liuzhou Quality Inspection and Testing Research Center, Liuzhou 545006, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for quantitative determination of typical flavor markers of fermented 

Dendrocalamus latiflorus in Guangxi by high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  The volatile 

ingredients of fermented Dendrocalamus latiflorus were analyzed by headspace-solid phase microextraction-gas 

chromatography-mass spectrometry (HS-SPME-GC-MS) in order that the typical flavor markers could be found, and the 

typical flavor markers could be quantified by high performance liquid chromatography. Results  A total of 8 kinds of 

volatile components which was high response were identified, and the main ingredients were 4-methylphenol 

(90.2%). A method for quantitative determination of the 4-methylphenol by HPLC was established. The linear 

relationship was good in the range of 0-232.5 μg/mL, the range that the recoveries rates of 3 spiked levels were 

90.5% to 97.2%, the range that the relative standard deviations were 0.3% to 1.9%, the limits of detection (LOD) 

were 4.8 mg/kg and the limits of quantification (LOQ) were 14.4 mg/kg. Conclusion  The method has good 
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reproducibility and high detection sensitivity, which is suitable for the quantitative determination of typical flavor of 

fermented Dendrocalamus latiflorus in Guangxi. 

KEY WORDS: fermented Dendrocalamus latiflorus in Guangxi; flavor markers; high performance liquid 

chromatography; headspace solid phase microextraction; gas chromatography-mass spectrometry 
 
 
 

0  引  言 

麻笋(Dendrocalamus latiflorus)又称甜竹、大绿竹、大

叶乌竹, 是丛生竹笋的一种。主要分布在我国亚热带和热

带地区, 如重庆、四川、湖南、江西、贵州、湖北、云南、

广西、广东、福建、浙江等地区[1], 略微带苦涩味。 

广西地区食用发酵麻笋的历史悠久, 作为广西地方

特色食品, 发酵麻笋生产作坊林林总总难以计数, 小作坊

腌制后将成品运到菜市场贩卖。月均产量 24000 万袋(30 g/

袋)的专门性工厂生产后供其他预包装食品作为原料。发酵

麻笋的风味质量通常由经验控制, 缺乏统一的衡量标准。 

当前进行风味研究的常规手段是顶空固相微萃取结

合气相质谱法[2‒5], 用浓缩富集挥发性成分的固相微萃取

装置采样, 用气相一级质谱鉴定具体的化合物, 最后对大

量样本的相对百分含量进行统计学分析。这些研究手段通

常用于实验室评估不同工艺或不同产地样本的风味情况, 

投入的人力成本、时间成本、以及设备成本均较高, 不适

合用于食品生产中风味质量控制。同时这些研究中气相色

谱-质谱法分析风味得出的主要是相对面积百分含量, 无

法真实反应实际风味目标物含量的高低。现有文献采用量

值溯源的绝对含量测定法测定发酵蔬菜风味指标多集中于

酸性指标上, 反映风味情况比较单一。例如朱照华[6]采用

高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, 

HPLC)进行了酸笋中有机酸的测定 , 王芮东等 [7]采用

HPLC 进行了甘蓝泡菜中有机酸的测定, 周杏荣等[8]对发

酵竹笋采用容量法进行了总酸含量测定。 

本研究采用顶空固相微萃取-气相色谱-质谱技术研究

发酵麻笋中的风味物质, 寻找除酸味外更有代表性的风味

标志物, 根据风味标志物的特性选择开发合适的定量测定

方法—高效液相色谱法, 把发酵麻笋的风味以数字的形式

呈现, 用科学手段对风味进行质量控制, 以期为地方特色

食品生产时的风味质量控制提供新的方向。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  样  品 

发酵麻笋(当地菜市场购买): 将新鲜麻笋剥壳、去皮, 

得到笋肉, 将笋肉毛刺处理干净, 洗净, 将笋肉横刀切成

适配腌制容器的块状大小, 紧实摆放入容器中, 加入适量

老酸水后加清水没过笋肉, 用保鲜袋和绳子将容器口密封

好, 放置阴凉的地方, 使之自然发酵 40 d。 

阴性样品: 未发酵的麻笋, 即新鲜麻笋。 

1.1.2  仪器与设备 

1260 Infinity II 高效液相色谱仪(配二极管阵列检测

器 )、7890A-5975C 气相质谱仪 (美国安捷伦公司 ); 含

PDMS/DVB 萃取头的手动固相微萃取进样针(上海安谱实

验有限公司); KQ3200E 超声波振荡器(江苏昆山公司)。 

1.1.3  试  剂 

4- 甲 基 苯 酚 标 准 品 ( 纯 度 为 99.49%, 德 国

Dr.Ehrenstorfer GmbH 公司); 甲醇(色谱纯, 美国 Fisher 公

司); 庚烷磺酸钠一水合物(色谱纯, 美国 Sigma Aldrich 公

司); 冰醋酸(分析纯, 天津市科密欧化学试剂有限公司); 

实验用水为符合 GB/T 6682—2016《分析实验室用水规格

和试验方法》规定的实验室一级水。 

1.2  实验方法 

1.2.1  顶空固相微萃取-气相色谱-质谱法 

(1)样品前处理和固相微萃取条件 

样品经高速研磨后, 称取 5 g 置于顶空瓶中, 加水   

4 mL, 加盖密封, 80 ℃保温 30 min, 将 PDMS/DVB 萃取头

插入顶空瓶中, 恒温萃取吸附 30 min, 拔出萃取头插入气

相质谱仪进样口, 在 250 ℃下解析 5 min, 同时启动气相质

谱采集数据。 

(2)气相色谱-质谱条件 

毛细管色谱柱为 DB-35 (30 m×0.25 mm, 0.25 μm); 载

气为氦气, 流速 1.0 mL/min, 进样口温度为 260 ℃, 进样

方式为分流进样, 分流比 10:1 (V:V), 进样量 1 μL; 程序升

温如下: 初始温度 40 ℃, 保持 5 min, 以 5 ℃/min 的速率

升至 320 ℃, 保持 10 min; 电子轰击离子源(electron impact 

ion source, EI), 电离能量为 70 eV, 传输线温度为 280 ℃, 

离子源温度为 230 ℃, 四极杆温度为 150 ℃, 溶剂延迟 

1.8 min, 采用全扫描(scan)模式进行采集, 扫描质量范围

30~500 amu。 

1.2.2  液相色谱法 

(1)液相色谱条件 

色谱柱: Agilent Eclipse SB-Aq C18 (4.6 mm×5 μm,  

250 mm); 柱温: 30 ℃; 流动相: 甲醇-0.22%庚烷磺酸钠水

溶液(用冰乙酸调 pH=3.5) (55:45, V:V); 流速: 1.0 mL/min; 

进样量: 10 μL; 检测器: 二极管阵列检测器或紫外检测器; 

检测波长: 280 nm; 以色谱峰的保留时间定性, 采用外标
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曲线法定量。 

(2)标准储备液的配制 

准确称取 4-甲基苯酚标准品 0.02500 g (精确至

0.00001 g)于 25 mL 容量瓶中, 用甲醇溶解并定容, 配制成

质量浓度为 1.0 mg/mL 的标准储备液, 4 ℃保存 

(3)系列标准工作液的配制 

精密吸取 4-甲基苯酚标准储备液 0、0.4、0.8、1.2、

1.6、2.0 mL 分别置于 10 mL 量瓶中, 用甲醇稀释定容, 配

制成质量浓度为 0、40、80、120、160、200 μg/mL 标准工

作溶液。 

(4)样品测定 

称取样品 5 g (精确至 0.0001 g), 置于 25 mL 比色管中, 

加入 20 mL 甲醇, 超声提取 30 min, 用甲醇定容至刻度, 

摇匀。经 0.45 μm 有机滤膜过滤, 滤液作为待测样液进行

液相色谱仪测定。 

2  结果与分析 

2.1  气相色谱-质谱分析结果 

对发酵麻笋样品的挥发性成分进行气相色谱-质谱分

析, 共检出 18 个色谱质谱峰, 滤去信噪比小于 10 的微量

检出峰, 对剩余峰的质谱图采用 NIST14 谱库结合人工解

谱进行未知化合物鉴定, 再扣除色谱柱流失的化合物和固

相微萃取填料流失的化合物[9], 得到 8 个高响应的挥发性

成分 , 面积相对百分含量由大到小依次是 : 4-甲基苯酚

(90.2%)、乙醇(3.03%)、醋酸(1.41%)、正丙醇(1.00%)、2-

乙基己醇 (0.25%)、反 -2-庚烯醛 (0.21%)、棕榈酸乙酯

(0.11%)、苯酚(0.10%)。 

检出少量正丙醇、乙醇和 2-乙基己醇, 醇类物质味道

比较令人舒服但嗅觉阈值较高, 意味着很高浓度才能闻到, 

对发酵麻笋的味道贡献不明显; 检出少量棕榈酸乙酯, 呈

微弱蜡香、果爵和奶油香气; 检出少量反-2-庚烯醛, 具有

青草香气及刺激臭; 检出少量醋酸。检出较高量的 4-甲基

苯酚, 相对面积百分含量高达 90%以上, 朱照华等[6,10‒11]

在对腌制竹笋的风味物质研究中均发现 4-甲基苯酚有较高

的相对含量, 与本研究结果吻合。4-甲基苯酚主要呈现窖

泥臭味[12‒15], 在长沙臭豆腐卤水中也有较高的含量[16‒18]。

酚类成分常会产生刺激性气味和一些特殊异味, 且嗅觉阈

值比较低[19], 意味着很小浓度即能闻到强烈味道。4-甲基

苯酚具有低嗅觉阈值的窖泥臭味, 检出较高的量, 对发酵

麻笋的风味产生重要影响。 

上述研究表明, 4-甲基苯酚是发酵麻笋的挥发性特征

成分之一, 故选择 4-甲基苯酚作为风味标志物。气相色谱-

质谱分析得出的面积相对百分含量是以所有峰面积的和为

分母, 每个峰面积为分子计算得到。由于不同化合物在同

一色谱图中响应因子不同, 且缺乏以标准品含量为参照的

量值溯源, 面积相对百分含量结果无法代表各化合物准确

的含量, 仅能初步看到一张质谱总离子流图中各个化合物

含量的高低, 故为了更好地评估 4-甲基苯酚的含量, 需建

立 4-甲基苯酚的绝对含量测定方法。4-甲基苯酚分子量

108.14, 既可用气相色谱仪测定也可用液相色谱仪测定。

由于高效液相色谱仪能对 70%以上的有机化合物进行分析, 

在生命科学、食品科学、药物研究及环境研究中获得广泛

应用, 考虑高效液相色谱仪[20]的高普及率, 本研究选择其

作为检测 4-甲基苯酚绝对含量的仪器。 

2.2  液相色谱定量方法的建立 

2.2.1  前处理条件的优化 

根据 4-甲基苯酚结构, 含有羟基极性大, 易溶于甲醇

乙醇等高极性有机溶剂, 选择液相常用流动相之一的甲醇

作为提取溶剂; 取样 5 g, 加甲醇 20 mL, 对样品采用了超

声、回流和振荡等 3 种提取方式分别提取 30 min, 提取效

果一致, 故采用操作便捷的超声提取方式。取样 5 g, 加甲

醇 20 mL, 分别超声提取 5、10、20、30 和 40 min, 提取

20 min 后含量测定结果无明显变化, 从充分性和时效性考

虑选择 20 min 作为提取时间。 

2.2.2  液相色谱条件的优化 

对 4-甲基苯酚标准品溶液进行紫外扫描, 在 280 nm

处有最大吸收峰, 选择 280 nm 为 4-甲基苯酚的检测波

长。4-甲基苯酚为弱酸性化合物, pKa 值 10.17, 流动相的

pH 对其保留时间和峰形有影响, 故选择采用反相离子抑

制技术, 以 0.22%庚烷磺酸钠(冰醋酸调 pH=3.5)为流动相, 

4-甲基苯酚的理论塔板数 13863, 对称因子 1.05, 色谱行

为良好。标准品、麻笋(阴性样品)和发酵麻笋典型样品图

谱见图 1。 

2.2.3  线性范围和检出限 

将系列标准工作液进行液相分析, 以峰面积 Y 为纵坐

标, 以标准品浓度(X, μg/mL)为横坐标, 进行线性回归, 在

0~232.5 μg/mL 范围内 , 4-甲基苯酚的线性回归方程为

Y=4.7126X‒0.1936, r=0.9998, 线性关系良好; 以低水平加

标样的信噪比评估检出限, 当加标量为 116.25 µg 时, 信噪

比为 14.5, 按 3 倍信噪比折算实际检出限为 4.8 mg/kg, 根

据 GB 27417 3 倍检出限为定量限, 即 14.4 mg/kg, 满足检

测的要求。 

2.2.4  回收率和精密度 

取阴性样品 18 份, 每份 5 g, 每 6 份为 1 组, 进行低中

高三水平加标实验, 测定结果见表 1。如表 1 所示, 4-甲基苯

酚的加标回收率在 90.5%~97.2%之间, 相对标准偏差均小

于 2%, 符合 GB/T 27417—2017《合格评定 化学分析方法

确认和验证指南》和 GB/T 27404—2008《实验室质量控制

规范 食品理化检验》对分析方法的回收率和精密度要求, 

表明建立的高效液相色谱法具有可靠的检测性能。 
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注: (a)4-甲基苯酚标准品色谱图; (b)阴性样品色谱图; (c)发酵麻笋样品色谱图。 

图 1  标准品、阴性样品和样品的液相色谱图 

Fig.1  High performance liquid chromatograms of standard, negative sample and sample 
 

 
表 1  精密度和回收率实验结果(n=6) 

Table 1  Results of precisions and recoveries (n=6) 

样品 添加水平/(µg/g) 回收率/% 精密度/% 

麻笋 

69.66 90.5 1.9 

139.32 95.1 1.0 

696.60 97.2 0.3 

 
 
 

2.3  实际样品测定 

通过 4-甲基苯酚标准品进行量值溯源, 采用高效液

相色谱法对 2份新鲜未发酵的麻笋和市场上 20个厂家的发

酵麻笋进行 4-甲基苯酚绝对含量的测定, 结果见表 2。检

测的样品中, 新鲜未发酵的麻笋 4-甲基苯酚含量为零, 20

个厂家发酵后的麻笋均检出 4-甲基苯酚, 表明麻笋中的 4-

甲基苯酚由发酵产生 ; 在各厂家样品中检出最低值  

89.37 mg/kg, 最高值 1543.26 mg/kg, 平均值 754.55 mg/kg, 

表明各厂家含量测定结果存在显著性差异, 估计由各厂家

发酵时间、发酵温度、发酵剂(老酸水)等工艺差异导致。

日常生产靠人工判断发酵成熟度, 对人的要求高, 难以控

制一致性, 也无法制定统一的行业标准, 采用定量检测的

手段来衡量判断发酵的成熟度, 可避免 89.37 mg/kg 这种

较低风味结果的产生。 

3  结论与讨论 

对风味物质进行定量测定, 用于生产质控, 在白酒生

产领域有着广泛的应用, 例如白酒中的有机酸测定[21]、白

酒呈香脂类乙酸乙酯、己酸乙酯、乳酸乙酯等的测定[22]。

本研究建立了发酵麻笋中风味物质 4-甲基苯酚的定量测定

方法。 

 
 

表 2  22 批样品测定结果(mg/kg) 
Table 2  Results of 22 kinds of samples (mg/kg) 

编号 4-甲基苯酚 编号 4-甲基苯酚

1(麻笋) 0 12(发酵麻笋) 675.15 

2(麻笋) 0 13(发酵麻笋) 1366.47 

3(发酵麻笋) 414.31 14(发酵麻笋) 1446.36 

4(发酵麻笋) 992.84 15(发酵麻笋) 679.08 

5(发酵麻笋) 89.37 16(发酵麻笋) 535.26 

6(发酵麻笋) 565.48 17(发酵麻笋) 649.93 

7(发酵麻笋) 1543.26 18(发酵麻笋) 259.78 

8(发酵麻笋) 950.42 19(发酵麻笋) 735.73 

9(发酵麻笋) 363.98 20(发酵麻笋) 1063.58 

10(发酵麻笋) 509.88 21(发酵麻笋) 601.46 

11(发酵麻笋) 822.96 22(发酵麻笋) 825.63 
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本研究通过气相色谱-质谱研究, 找出了发酵麻笋中

有风味代表性并且相对含量较高的化合物 4-甲基苯酚, 对

4-甲基苯酚建立了高效液相定量测定方法, 用该方法对麻

笋和不同厂家生产的发酵麻笋进行检测, 麻笋中未检出 4-

甲基苯酚, 发酵麻笋检出不同程度的 4-甲基苯酚, 表明发

酵风味存在明显差异。本研究建立的方法快速、灵敏、准

确, 可用于广西发酵麻笋风味物质的定量分析, 采用定量

的手段控制风味及评价发酵成熟度更容易获得较好的质量, 

为可控化生产的发酵麻笋行业标准的制定提供新方向, 同

时该方法还可以用于麻笋发酵工艺的研究, 对发酵过程中

风味标志物的含量变化进行监测评估, 能获得更直观的研

究结果。 
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